




Construction and applications of exon-trapping gene-targeting vectors  
with a novel strategy for negative selection 
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ングベクターが標的遺伝子座に HR によって組込まれるターゲット挿入	 (Targeted	 
integration;	 TI)	 の頻度が非常に低いことに加え、染色体 DNA 上の無作為な位置に挿
入されるランダム挿入	 (Random	 







































































DrugRIRES pA5’ arm 3’ armSA
DrugR2A pASA
	 
5’ arm 3’ armDrugR pAPromoter















































































































	 Rad54 は、HR 反応において Rad51 と DNA 鎖の複合体の安定化や解離に重要な役割を担
っている。実際、Rad54 を欠損したニワトリやマウスの細胞では遺伝子ターゲティング
効率が著しく低下することが報告されている。また、Rad54 を欠損したマウスの細胞で
は、Rad54 のパラログである Rad54B がバックアップ因子として HR に機能していること
が明らかとなっているが、ヒト細胞の遺伝子ターゲティングにおける Rad54 と Rad54B
の重要性はよくわかっていない。	 











遺伝子)の 5'上流にポリシストロン性発現を誘導するための配列	 (IRES または 2A ペプ
チド配列)、3'下流にポリＡ付加シグナル配列をそれぞれ付加した。このカセットを
lox71 と loxP の間にサブクローニングし、プロモーターレス型の薬剤耐性遺伝子エン
トリークローンを新たに作製した。次に、標的部位の 5'上流と 3'下流の DNA 断片(5'
アームおよび 3'アーム)を、attB 配列を付加したプライマーセットを用いて、ゲノミッ
ク PCR により増幅した。各 DNA 断片を pDONR	 P4-P1R と pDONR	 P2R-P3 にそれぞれ BP 組
換えし、エントリークローンを作製した。最後に、この2つのプラスミドとpDEST	 R4-R3、











頻度と TI 頻度	 (それぞれコロニー形成率により補正を行った値)	 を算出した。	 
	 
3)	 RAD54B 破壊株および RAD54/RAD54B 二重破壊株の作製	 
	 RAD54B ターゲティングベクターを直鎖化し、エレクトロポレーション法によりヒト
Nalm-6 細胞野生株に導入した。選択薬剤を含む寒天培地中で 2〜3 週間コロニー形成さ
せ、薬剤耐性クローンを取得した。これらのクローンからゲノム DNA を抽出し、PCR お
よびサザンブロット解析を行い、RAD54B 遺伝子が破壊されたクローンを同定した。つ
いで、作製した RAD54B 破壊株に RAD54 ターゲティングベクターを導入し、同様の手順



















att B4 att B1 att B2 att B3
att P4 att P1ccdB att P2 att P3ccdB
SA
att L4 att R3att L2
att L1 att L2
att R4 att R3ccdB
SA
I-SceI
pDONR P4-P1R pDONR P2R-P3
5’ Arm 3’ Arm
DrugR entry clones
pDEST R4-R3
5’ Arm 3’ Arm
Target locus
Exon X





































76%,	 2 A ペプチド:	 58%)	 で遺伝子ターゲティングを行うことができた。エクソントラ
ップ型ベクターの有用性をさらに検証するため、さまざまな遺伝子を標的とする 16 種
類のターゲティングベクターを用いて遺伝子ターゲティングを行ったところ、12 種類
のベクターで 25%以上の効率で相同組換え体を取得できた	 (図 4B)。また、IRES または

































































































































































































































































































Gene expression level 
IRES
2A R2 = 0.77 























Gene expression level 
IRES
2A R2 = 0.77 
R2 = 0.016 












4)	 Rad54 と Rad54B の遺伝子ターゲティングにおける役割	 
	 まず、遺伝子ターゲティングにおける Rad54 の重要性を調べるため、Nalm-6 細胞野
生株および RAD54 破壊株に従来型のターゲティングベクターを導入したところ、Rad54
破壊株では遺伝子ターゲティング効率が約 1/20 に低下していた。次に Rad54B または
Rad54 と Rad54B の両方の欠損が遺伝子ターゲティングに与える影響を調べるため、
Nalm-6細胞野生株および RAD54B破壊株、RAD54破壊株、RAD54/RAD54B二重破壊株に HPRT
遺伝子座を標的としたエクソントラップ型のターゲティングベクターを導入し、遺伝子





































































p3.8 p5.5 p3.8 p5.5 p3.8 p5.5
P = 0.93 P = 0.0074P = 0.060
1.8 kb
p3.8 LIG4 IRES-Puro
p5.5 LIG4 IRES-Puro 





















の欠損が DNA 組換え頻度に与える影響について解析を行った。	 
本研究で構築したエクソントラップ型ターゲティングベクター作製系の特徴	 
	 本研究で構築したベクター作製法は、プロモーターレス型の薬剤耐性遺伝子エントリ
ークローンと MultiSite	 Gateway	 Technology をベースとした部位特異的組換えを利用






のナチュラルなスプライシングを可能にする SA	 部位を薬剤耐性遺伝子ユニットの 5'



















































































るのに対し、IRES 配列を用いた場合には IRES 下流の遺伝子	 (本研究における薬剤耐性
遺伝子)	 の発現量が低下してしまうことが報告されている。さらに IRES 配列を介した











使用した相同領域の長いベクターの 5’アームにはエクソン	 (SA 部位)	 が含まれてい


































4)	 Rad54 を欠損させても遺伝子ターゲティングを行うことが可能であり、RAD54 非依存
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 姉妹染色分体などの同じ塩基配列をもつ DNA 分子間で起こる正確な組換え反応であ









	 同一 mRNA から複数の異なるタンパク質を発現させること。本研究では、脳心筋炎ウ
イルスに由来する IRES	 (internal	 ribosome	 entry	 site)	 配列と Thosea	 asigna ウイ
ルスに由来する 2A ペプチド配列を利用した。IRES	 配列は、リボソームの結合部位とし
て機能し、1 種類の mRNA 上	 の複数の ORF を翻訳することを可能にする。一方、2A ペプ
チド配列を含む ORF の翻訳は、2A ペプチド配列中でペプチド結合が分断されるため、
複数の異なるタンパク質が同一 mRNA から発現する。	 
	 
